








Figure 1 PK-HHRz 
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【序章】 
点突然変異は天然型配列との識別が最も難しい変異であり，遺伝子治療薬開発上の難問で
ある．事実，遺伝子治療薬最有力候補の RNA 干渉 (RNAi) でも点変異遺伝子に対する遺伝
子治療は極めて難しい．これは RNAi が基質 RNA を塩基対形成 (hybridization) で認識する
ため，一塩基程度の差異を見分けることが難しいためである．そこで，単なる塩基対形成
とは異なる点変異識別法が必要となり，酵素活性を有した RNA: ribozyme (ribonucleic acid 
enzyme) に着目した．ribozyme の一つ hammerhead ribozyme (HHRz) は，基質 RNA 鎖の切
断反応を触媒するが，loop I 及び loop II の相互作用 (loop-loop 相互作用) が引き起こす構造
変化によって活性が 1000 倍も変化する．1 そこで本研究では，この loop-loop 相互作用部位
において活性制御補因子（コファクター）を認識して核酸 (HHRz) の構造制御 (allosteric
制御) が可能な機能性核酸 allosteric ribozyme の創製を目指した．具体的には，点突然変異
遺伝子  (mRNA) 特異的 knock-down が可能な遺伝子治療薬  (点変異応答性 allosteric 
ribozyme) ，及び，その技術を応用した水銀イオン (Hg2+) 応答性 allosteric ribozyme の創製
を目指した． 
 
【pseudoknot 相互作用による type I PK-HHRz の基質鎖切断活性の allosteric 制御】 
allosteric ribozyme の創製には，それに適した HHRz が必要であり，2011 年に発見された
pseudoknot 構造（loop I-loop II 間の二重らせん構造）を有した
HHRz (PK-HHRz)2 が利用可能と考えた (Figure 1)．本 PK-HHRz
において pseudoknot を形成する loop I の配列は遺伝子治療の際




なる allosteric ribozyme が作製できると考えた．Figure 2 に
β-globin 遺伝子の点変異を例に，作業仮説を示す． 
ところで，HHRz の topology には異なる 3 種類 (type I, II, 
and III) があり，基質鎖への配列要求
性が最小となる type Iの topology を
持つ HHRz が最も応用化に適して
いる．しかし，pseudoknot による活
性制御が報告された  topology は
type II PK-HHRz のみであり，2b  type 
I PK-HHRz についての知見は明らか
となっていない．そこで， type I 
PK-HHRz の切断活性が pseudoknot 相互作用によって制御されるかどうか，Yarrowia 
lipolytica由来のPK-HHRzを用いて検討した(Figure 1)．その結果，Y lipolytica由来のPK-HHRz
は pseudoknot 二重らせん形成時のみ高活性となり，pseudoknot 二重らせんが形成できない配
列（全配列が mismatch）では活性が著しく落ちることが明らかとなった．これにより，type 
I PK-HHRz が遺伝子治療薬に利用可能なことが示された． 
 
【PK-HHRz を用いた点変異応答性 allosteric ribozyme の創製】 
次に Figure 2 に示した作業仮説に基づき、β-globin 遺伝子の点変異 mRNA 特異的切断がおこ
るかどうかを検証した．鎌状赤血球症の原因となる変異は，β-globin mRNA の 70 番目残基





ribozyme 鎖 loop II の pseudoknot 相互作用領域の配列を 5’ -···CCAC···-3’と設計することで，
変異β-globin (5’ -···GUGG···-3’) と相補的となり pseudoknot を形成できるが，正常β-globin
配列 (5’ -···GAGG···-3’) とは mismatch (G-A mismatch) を一塩基対分含むため二重らせん
を形成出来ないと期待される (Figure 3a)．その結果，点変異β-globin mRNA に対しては
PK-HHRz-mRNA 複合体が活性構造をとり，正常β-globin mRNA とでは不活性構造のままで
いるため，切断活性が on / off 制御 (switching) されると考えた (Figure 3a)． 
そこで Y lipolytica由来の PK-HHRzの構造を基にした PK-HHRzとβ-globin遺伝子の天然
型および点変異型 mRNA を調製した (Figure 3a)．本設計指針に基づいて設計した PK-HHRz
を用いた切断活性試験の結果，PK-HHRz は点変異遺伝子配列選択的な切断活性を示した
(lanes 1 and 2 of Figure 3b)．この結果は一塩基の差異に切断活性が依存していることを示し
ており，点変異応答性 allosteric ribozyme の創製を意味する．一方，先行研究の知見を基に
作製した HHRz (stem で点変異を識別する) では活性そのものが示されなかった(lanes 3 and 
 
Figure 2. Hypothesis of gene-therapy. 











断活性を示していた．なお，stem で点変異を識別する旧来型の点変異応答性 HHRz の活性
を検討したが，活性そのものが示されなかった．以上より，pseudoknot 部位で点変異を認識
する allosteric ribozyme の創製指針は一般性があることが明らかとなった．また，PK-HHRz
の構造要件を検討すべく，様々な構造類縁体を用いて構造と活性 (一塩基応答性) との相関
を解析したところ，stem I, stem II の改変は全て活性を落とす方向に働くことが明らかとな
った．そして，pseudoknot 形成による二重らせんの中心に mismatch が導入されるように




【PK-HHRz を用いた水銀イオン応答性 allosteric ribozyme の創製】 
ribozyme における金属イオンの役割を考えると，活性中心（触媒金属）としての役割が挙
げられる．そのため，これまでに金属応答性 allosteric ribozyme 作製の先行例はいくつかあ
るが，真の意味の金属応答性 allosteric ribozyme を作製することはとても困難な課題である
（allosteric 効果と触媒作用の切り分けが容易でない）．そこで，このような挑戦的な課題，
金属応答性 allosteric ribozyme 作製に着手した． 
今回，小野らによって報告された水銀イオン  (Hg2+) と thymine (T)が形成する
metallo-base-pair，T-Hg(II)-T 塩基対 3に着目した（Figure 4a）．T-Hg(II)-T 塩基対形成は Hg2+
特異的であり，その安定性は天然型塩基対と同程度かそれよりも高い Watson-Crick 型塩基
 
Figure 3. Cleavage assays 
対の等価体としてふるまうことが明ら




性が制御される allosteric ribozyme は作
成されているため，pseudoknot 部位に
U-U mismatch を導入して，水銀イオン
存在時に U -Hg(II)-U 塩基対形成がなさ
れることで活性が誘起される PK-HHRz，即ち，水銀イオン応答性 allosteric ribozyme が作成
できるのではないかと考えた (Figure 4c)． 
その結果，水銀添加によって明確に活性が増強されることが示された．そして，二価
金属キレート樹脂による処理をした場合でも同様な結果が得られたため，金属イオンによ
る ribozyme の基礎活性の増強の可能性は否定された．以上より，作製した PK-HHRz は 水




製にもつながる点変異応答性 allosteric ribozyme や，水銀イオン応答性 allosteric ribozyme を
創製した． 
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Figure 4. Hypothesis of Hg2+-responsive ribozyme. 
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本提出論文では、酵素 RNA 分子である ribozyme の一つ hammerhead ribozyme (HHRz) を
用いた allosteric ribozyme の創製研究を展開している。具体的には、点突然変異に由来する
疾患の原因（点変異遺伝子）に対する遺伝子治療薬 (点変異応答性 allosteric ribozyme) や
水銀イオン (Hg2+) をコファクターとした水銀イオン応答性 allosteric ribozyme の創製を行
っている。 
本論第一節では、遺伝子治療薬化に適した pseudoknot 型 HHRz (PK-HHRz) の同定を行
っている。PK-HHRzの二次構造から遺伝子治療薬化に適していると考えられる I型 topology
を有した PK-HHRz の pseudoknot 相互作用による活性化の有無を検証している。その結果、
I 型 HHRz が点変異に対して allosteric 効果を出すために必須の物性（pseudoknot 相互作用
の有無により酵素活性が on/off 制御可能であること）を有していること、即ち、点変異応
答性遺伝子治療薬として I 型 PK-HHRz が適していることが述べられている。 
本論第二節では、一節の結果を踏まえて、I 型 PK-HHRz を雛形として pseudoknot 部位
で点変異を識別する点変異応答性 allosteric ribozyme が創製できるという仮説をたてている。
仮説を検証するために、β-globin 遺伝子の点変異疾患である thalassaemia、及び、鎌状赤血
球症の変異 mRNA 配列を標的とした点変異応答性 allosteric ribozyme を設計している。本
allosteric ribozyme (酵素鎖) は、正常β-globin mRNA 配列との一塩基の差異を識別し、
thalassaemia 及び、鎌状赤血球症の原因となる変異β-globin mRNA 配列選択的に切断活性を
示すこと報告している。さらに、設計した allosteric ribozyme (酵素鎖) が点変異応答性
allosteric ribozyme となり得るための条件や、本 ribozyme の標的となり得る基質配列の条件
を精査している。 
本論第三節では、二節で得られた一塩基応答性 allosteric ribozyme を元にして、水銀イオ
ンと uracil が形成する U-HgII-U 塩基対で水銀イオンを認識する水銀イオン応答性 allosteric 
ribozyme 創製について述べられている。厳密な比較実験を行ったうえで、得られた ribozyme
が水銀応答性 allosteric ribozyme であると結論付けている。 
最新の知見を基にして、一塩基の違いを識別する allosteric ribozyme 創製という挑戦的な
課題を設定し解決した本研究は、論文提出者が課題の解決能力を備えていること示してい
ると考えられる。点突然変異疾患の新たな遺伝子治療薬に繋がることが期待される重要な
知見だと思われ、本研究で報告された一塩基応答性 allosteric ribozyme 創製の社会的意義は
大きく、本論文は博士の学位に値するものと判断される。 
よって本論文は博士 (薬学) の学位論文として合格と認める。 
